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Melanges de polysaccharides de has poids mol ecu I aires procede de preparation et utilisation. 

>j) La presents invention concerns des melanges de 00- 
iccharides sulfates de poids mdeculaire moyen infe- 
r a celui de I'heparine. L' invention concerns aussi un 
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procede de preparation de ces melanges, et leur utilisation. 
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La presente invention conceme le domaine des polysac- 
charides de bas poids moleculaires. Plus particulierement, elle 
concerne le domaine des heparines de bas poids moleculaire. 

Les heparines sont des substances biologiques d'extrac- 
5 tion de la famille des glycosaminoglycanes, utilisees pour leurs 
proprietes anticoagulante et antithrombotique. Notamment, elles 
sont utilisees dans le traitement des thromboses veineuses 
post-operatoires. Cependant, dans leur forme native, les heparines 
presentent un certain nombre d'inconvenients qui limitent les 

10 conditions de leur utilisation. En particulier, l'activite anti- 
coagulante peut occasioner des hemorragies, et la sensibilite a 
certains facteurs seriques, tel pf4, impose 1' utilisation de doses 
relativement importantes. II est done necessaire de privilegier 
l'activite antithrombotique, attribute notamment a l'activite 

15 antiprothrombinase, au depens de l'activite anticoagulante, 
attribute a l'effet antithrombine . 

Dans ce but, il a ete propose de fragment er les heparines 
en molecules de poids moleculaires raoyens plus faibles. En 
particulier, on connait dans l'art anterieur le brevet europeen 

20 EP 40144. Ce brevet decrit des melanges de polysaccharides sulfates 
ayant la structure generale des polysaccharides constitutifs de 
l'heparine, possedant une double liaison ethylenique a l'une des 
extremites de leur chaxne, et dont le poids moleculaire moyen en 
poids est compris entre 2000 et 10000 Daltons. Ces melanges sont 

25 obtenus par depolymerisation et saponification d'un ester 
d'heparine. II est indique qu'ils presentent une activite anti- 
thrombotique elevee et une activite anticoagulante globale 
infer ieure a celle de l'heparine. 

Toutefois, l'un des problemes majeurs rencontres avec les 

30 heparines reside dans le fait qu'il s'agit de produits tres 
heterogenes. II est done difficile d'apprecier la contribution de 
chacune des especes dans l'activite de 
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l'heparine, de connaitre le coraporteraent de ces especes lors de la 
depolymerisation, et enf in de controler la structure de ces especes 
et leurs proportions respectives dans les produits finals. Pour ces 
raisons, les inconvenients mentionnes ci-avant n'ont pu etre 
5 resolus de maniere totalement satisfaisante. Notamment, les pro- 
cedes decrits dans l'art anterieur, et en particulier dans le 
brevet EP 40144 ne permettent pas d'obtenir des melanges possedant 
les proprietes pharmacologiques requises pour une meilleure appli- 
cation, a savoir une demie-vie plasmatique suffisamment elevee, une 

10 vitesse d' absorption assez grande, une forte biodisponibilite ou 
encore une faible "clearance". 

D'autres procedes ont pourtant ete decrits, permettant de 
fragmenter l'heparine, en vue de diminuer ses effets indesirables 
(Johnson et coll- Thrombos.Haemostas.Stuttg. , 1976, 35, 586; Lane 

15 et coll. Thrombosis Research 16, 651, Lasker et coll. 
US 3,766,167). Chacun de ces procedes semble indiquer que 1* acti- 
vate recherchee est privilegiee lorsque le degre de fragmentation 
de l'heparine augmente (voir aussi la demande de brevet europeenne 
EP 301618 relative a des pentasaccharides possedant une activite 

20 antithrombotique) . 

Dans le meme sens, des etudes recent es sur le mecanisme 
d* action des heparines dans la formation de la thrombine ont mis en 
evidence une influence du poids moleculaire moyen des heparines sur 
leur activite in vitro (Beguin et coll., Thromb. Haemost., 61, 30, 

25 1989). Les auteurs indiquent que les heparines de bas poids mole- 
culaire possedent plutot une activite antiprothrombinase et les 
heparines de poids moleculaire plus eleve, une activite ant i throm- 
bine. 

Parallelement, il a egalement ete propose de fractionner 
30 les heparines, afin d'extraire des melanges de poids moleculaire 
moyen plus homogene. On connait en particulier la demande de brevet 
europeenne EP 337327, qui decrit un procede de preparation de 
fragments d' oligosaccharides derives de l'heparine, permettant 
d'obtenir des melanges ayant une dispersion moleculaire 
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reduite. Selon ce procede, on elimine prealablement les fractions 
de poids moleculaire inferieur a 3000 daltons, ce qui conduit a 
enlever du produit final les fragments contenant moins de 10 a 16 
saccharides, et les especes de poids moleculaire super ieur a 7000 
5 daltons. Selon les inventeurs, ce traitement, qui a pour objectif 
d'homogeneiser le melange final, permettrait de diminuer 1' activite 
anticoagulante, tout en conservant l'activite antithrombotique 
recherchee. 

Cependant, en depit de ces travaux, les melanges obtenus 

10 presentent tou jours un effet hemorragique residuel, ou une activite 
antithrombotique trop faible. De plus, rien dans l'art anterieur ne 
permet de determiner quelles sont les proprietes qui doivent etre 
reunies pour obtenir une activite biologique optimale. D'ailleurs, 
la conclusion des auteurs de 1* article precite est eloquente : 

15 "Nous ne savons pas quelle est la combinaison optimale des pro- 
prietes de l'heparine. La caracterisation precise de differ entes 
preparations, et la correlation de ces proprietes avec des obser- 
vations cliniques pourrait eventuellement apporter une reponse". 

II a maintenant ete trouve qu f il est possible d' obtenir 

20 des heparines presentant des proprietes avantageuses, notamment 
pour leur utilisation dans la prophylaxie et le traitement des 
accidents thrombotiques - De maniere inattendue, la demanderesse a 
en effet trouve que la presence dans le produit final, a la fois 
d' especes de haut et de bas poids moleculaire, conferait une 

25 meilleure activite au produit. Contrairement aux indications de 
l'art anterieur, il serable done preferable de conserver dans le 
melange final des especes de poids moleculaire eleve, ainsi qu'une 
certaine heterogeneite . 

L' etude pharmacocinetique des melanges de 1' invention 

30 montre qu'ils rassemblent des proprietes particulierement avanta- 
geuses. 
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En particulier, les melanges de 1* invent ion presentent un 
temps de demie-vie superieur aux autres produits connus, et 
egalement a l'heparine mature. Par ailleurs, par rapport a cette 
derniere, il est important de souligner que la demie-vie des 
5 melanges de 1' invention est independante de la dose injectee. Ceci 
est interessant puisque l'effet produit est beaucoup plus predictif 
que dans le cas de l'heparine. 

De plus, chez l'horame, les melanges de 1* invent ion 
presentent une excellente biodisponibilite, mesuree par l'activite 
10 anti Xa. Ainsi, de 30% environ pour l'heparine, elle est de 90% 
environ pour les melanges de 1* invention. Ceci est tres avantageux 
car permet de reduire les doses injectees et d'ameliorer la poten- 
tiality therapeutique. 

Par ailleurs, une autre propriety importante des melanges 
15 de 1" invention reside dans leur grande vitesse d' absorption. Cette 
caracteristique permet d'obtenir une activite biologique quasi 
instantanee, et off re done une plus grande securite dans le trai- 
tement, en couvrant rapidement le patient. 

Une autre caracteristique des melanges selon 1' invention 
20 est leur faible "clearance" comparativement aux autres produits et 
a l'heparine mature. Grace a leur structure chimique, a leur poids 
moleculaire ou a leur taux de sulfate, ces melanges presentent en 
effet une resistance particuliere a la degradation (desulfatation, 
hydrolyse) et a 1 'elimination, qui augmente encore leurs capacites 
25 therapeutiques. 

Egalement, les preparations de 1* invention possedent un 
temps de residence accru par rapport a l'heparine de depart. Cette 
propriete se traduit par un prolongeraent du temps pendant lequel le 
produit reste actif in vivo, et done par une meilleure efficacite 
30 therapeutique. 

De plus, ces preparations presentent egalement une 
sensibilite reduite aux facteurs seriques, qui augmente leur duree 
d' action in vivo et permet de les utiliser a des doses faibles. 
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Ces proprietes particulierement avantageuses sont obte- 
nues en controlant, au cours du procede de preparation, certaines 
caracteristiques structurales des especes en presence, ainsi que 
leur repartition moleculaire. Les melanges ainsi obtenus sont dans 
5 un rapport favorable entre les fractions de hauts et de bas poids 
moleculaires, qui leur confere les proprietes antithrorabotiques 
requises, avec un effet hemorragique faible. 

Cette caracteristique de 1* invention est exprimee a la 
fois par le pourcentage de chaines lourdes et de chaines legeres et 

10 par le rapport entre le poids moleculaire moyen en poids des 
melanges et leur poids moleculaire moyen en nombre, qui reflete la 
dispersion moleculaire. 

Un objet de la presente invention reside done dans des 
melanges de polysaccharides sulfates presentant la structure 

15 generale des polysaccharides constitutifs de l'heparine, carac- 
terises en ce qu'ils ont un poids moleculaire moyen en poids 
inferieur a celui de l'heparine, contiennent entre 9 et 20% de 
chaines de poids moleculaire inferieur a 2000 Daltons et entre 5 et 
20 % de chaines de poids moleculaire superieur a 8000 Daltons, et 

20 dans lesquels le rapport poids moleculaire moyen en poids / poids 
moleculaire moyen en nombre est compris entre 1,3 et 1,6. 

Par ailleurs, la demanderesse a constate qu'il est 
possible d'ameliorer encore les proprietes des melanges en dimi- 
nuant leur taux d ' impuretes . Notarament, la plupart des heparines 

25 contiennent des contaminants tels que les acides nucleiques, les 
polypeptides, ou divers polysaccharides. Parmi ceux-ci, on peut 
citer en particulier les chondroitines sulfates, et l'heparane ou 
le dermatane sulfate. Chacun de ces contaminants, de part son poids 
moleculaire tres eleve, de part les substituants qu'il porte ou son 

30 degre de sulfatation, est capable d'interferer lors de la prepara- 
tion du produit (dans la depolymerisation par exemple) pour 
modifier la repartition moleculaire finale, ou directement dans 
l*activite f en modifiant les proportions de 
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chaines actives notamment. La demanderesse a maintenant mis au 
point un procede permettant d'eliminer ces impuretes, et a constate 
une amelioration des qualites des melanges ayant subi ce pre- 
traitement. L'effet de ce pretraitement peut etre mesure en 
5 utilisant comme impurete temoin le dermatane sulfate. 

Un objet plus particuliex de la presente invention reside 
dans des melanges de polysaccharides sulfates presentant les 
caracteristiques enoncees ci-dessus, caracterises en ce qu'ils 
contiennent moins de 2% de dermatane sulfate. 

10 Dans un mode pre fere, les melanges de polysaccharides 

sulfates selon 1* invention possedent un poids moleculaire moyen en 
poids compris entre environ 3500 Daltons et environ 5500 Daltons. 

Tou jours preferentiellement, les chaines de polysac- 
charides sulfates constituant les melanges selon 1* invention ont un 

15 acide glucuronique-4,5 insature 3-0-sulfate a l'une de leurs 
extremites. 

Un autre aspect de 1' invention concerne un procede de 
preparation de melanges de polysaccharides sulfates ayant un poids 
moleculaire moyen en poids inferieur a celui de l'heparine, conte- 

20 nant entre 9 et 20 % de chaines de poids moleculaire inferieur a 
2000 Daltons et entre 5 et 20 % de chaines de poids moleculaire 
superieur a 8000 Daltons, et dans lesquels le rapport poids mole- 
culaire moyen en poids / poids moleculaire moyen en nombre est 
compris entre 1,3 et 1,6. Le procede de 1* invention est caracterise 

25 en ce que Ton effectue les etapes suivantes : 

- dans une premiere etape, on salifie en milieu agueux 
une heparine au moyen d'un sel d' ammonium quaternaire a longue 
chaine, 

- dans une deuxieme etape, on esterifie le sel ainsi 
30 obtenu pour former un ester ayant un degre d'esterif ication compris 

entre 9,5% et 14,5%, et 
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- dans une troisieme etape, on depolymerise 1* ester 
obtenu ayant un degre d'esterification compris entre 9,5 et 14,5%. 

La demanderesse a en effet constate que l'on peut contro- 
ler le niveau de depolymerisation, et done les caracteristiques 
moleculaires du produit final, en jouant sur le degre d'esterifi- 
cation du sel d'heparine de depart. 

Selon 1' invention, il est done possible d'obtenir direc- 
tement et de maniere reproductible des melanges de polysaccharides 
sulfates ayant les caracteristiques indiquees ci-dessus. 

L'heparine de depart utilisee dans le procede de 
1* invention est de preference une heparine de pore, et notamment de 
muqueuse de pore. II a en effet ete trouve que selon l'origine de 
l'heparine de depart, l'activite des melanges obtenus pouvait 
varier de maniere substantielle. Notamment, lorsque l'heparine de 
depart est d'origine bovine, on obtient des melanges ayant une 
activite ant icoagul ante superieure a celle obtenue a partir 
d'heparine de muqueuse intestinale de pore. 

De plus, dans une variante particulierement avantageuse, 
le procede de 1* invention comprend en outre une etape prealable de 
precipitation de l'heparine de depart au moyen d'un alcool. Ce 
pretraitement permet de diminuer le taux en impure tes de type 
chondroitine sulfate ou heparane sulfate. 

Un alcool donnant de bons resultats est par exemple le 

methanol . 

Le taux de purete de l'heparine sodique peut en suite etre 
determine par chromatographie liquide d' exclusion sterique. 

Cette etape preliminaire permet notamment de preparer une 
heparine ayant un taux de dermatane sulfate inferieur a 2%. 
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Plus precisement, la salification de l'heparine est 
real i see de la maniere suivante. 

Le sel de l'heparine peut etre obtemi par action d'un 
exces du sel correspondant sur une heparine sodique, en milieu 
5 aqueux, a une temperature voisine de 20°C. D'une maniere avanta- 
geuse, le rapport en poids sel / heparine sodique est compris entre 
2 et 3. 

Par ailleurs, le sel d' ammonium quaternaire utilise est 
de preference un sel de benzethonium, tel que notamraent le chlorure 

10 de benzethonium, que l'on peut faire reagir sur l'heparine sodique. 

En ce qui concerrie la deuxieme etape, on prefere realiser 
1' esterification dans les conditions suivantes. 

L* ester partiel de l'heparine sous forme de sel, dont le 
taux d ' ester ificat ion est compris entre 9,5 et 14,5% peut etre 

15 obtenu par esterification du sel d' ammonium quaternaire a longue 
chaine de l'heparine dans un solvant organique chlore, en presence 
d'un derive du chlore. De plus, l'efficacite de la reaction est 
augmentee en controlant les proportions des differents reactifs et 
la temperature et le temps de reaction. 

20 D'une maniere avantageuse, 1' ester partiel de l'heparine 

est un ester aromatique. 

Encore preferentiellement, le derive du chlore est le 
chlorure de benzyle, et le solvant chlore est choisi parmi le 
chloroforme ou le chlorure de methylene. 

25 Pour obtenir un taux d* esterification compris entre 9,5 

et 14,5%, il peut etre particulierement avantageux d'utiliser, pour 
1 partie en poids du sel de l'heparine, environ 1 partie en volume 
de derive du chlore, au sein de 3 a 5 parties en volume de solvant 
organique chlore, et d'effectuer la reaction pendant une periods de 

30 15 a 48 heures, a une temperature comprise entre 25 et 45°C, et de 
preference, entre 30 et 40°C. 

Dans un mode prefere de realisation, l 1 ester partiel de 
l'heparine est sous forme d'un sel de sodium. 
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Les esters ainsi formes peuvent etre recuperes par 
precipitation au moyen d'un alcool, tel que notamment le methanol. 
De preference, on utilise entre 1 et 1,2 volumes d'alcool par 
volume de milieu reactionnel. Le taux d'esterification de V ester 
5 peut ensuite etre controle par chromatographie en phase liquide 
haute performance. En particulier, dans le cas de 1' ester benzy- 
lique, on peut mesurer la quantite d'alcool benzylique obtenue par 
saponification de l'ester a 0°C. 

La derniere etape du procede de 1' invention est conduite 
10 avantageusement de la maniere suivante. 

Preferentiellenient, la depolymerisation est realisee en 
traitant 1* ester avec une base organique forte en solution aqueuse. 
Plus precisement, on peut utiliser la soude. 

Avantageusement, le rapport en poids base / ester est 
15 compris entre 0,05 et 0,2, et de preference, entre 0,0B et 0,15. 

La temperature du milieu est ajustee a une valeur com- 
prise entre 50 et 70°C, et de preference, entre 55 et 65°C, et la 
reaction est ef fectuee durant une periode allant de 30 minutes a 5 
heures, et de preference, de 1 a 2 heures. 
20 De plus, il est preferable d'operer dans un milieu dans 

lequel le rapport en poids eau / ester est compris entre 15 et 30. 

One maniere particulier ement avantageuse de realiser la 
depolymerisation consiste a melanger : 

- une partie en poids d'un ester aromatique de I'heparine 
25 tel qu'obtenu a la deuxieme etape, sous forme de sel, dont le taux 

d'esterification est compris entre 9,5 et 14,5%, 

- entre 0,08 et 0,15 partie en poids de soude, et 

- entre 20 et 30 parties en poids d'eau, 

puis a maintenir pendant 1 a 2 heures la temperature entre 55 et 
30 65°C. 
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Le produit peut ensuite etre recupere par neutralisation 
du milieu react ionnel au moyen d'un acide mineral dilue, et de 
preference d* acide chlorhydrique, et precipitation en presence d'un 
alcool, tel que le methanol. 
5 De cette raaniere, il est possible d'obtenir directement, 

et de facon reproductible un melange de polysaccharides sulfates 
contenant 

- entre 9 et 20% de chaines de poids moleculaire 
inferieur a 2000 Dal tons, 

.0 - entre 5 et 20% de chaines de poids moleculaire 

super ieur a 8000 Daltons, 

et ayant un poids moleculaire moyen compris entre 3500 et 5500 
Daltons et un rapport poids moleculaire moyen en poids / poids 
moleculaire moyen en nombre compris entre 1,3 et 1,6. 



15 Les melanges de la presente invention peuvent etre 

utilises de maniere avantageuse comrae agents antithrombotiques . 

En particulier, ils sont applicables pour la prevention 
des thromboses veineuses dans les situations a risgues. Ceci est 
egalement valable dans les situations a risque prolonge. En parti- 

20 culier, ces melanges permettent pour la premiere fois de diminuer, 
a doses fixes, les risques d' accidents thrombotiques dans la 
chirurgie orthopedique. Ce risque, qui est de 70% en 1* absence de 
tout traitement et d' environ 25% en presence d'heparine, se situe 
aux alentours de 10% avec les melanges de 1* invention, voire moins. 

25 De meme, injectes dans les tubulures d'un rein arti- 

ficial, ces melanges peuvent reduire les thromboses susceptibles de 
s'y developper. Cette derniere application pouvant etre etendue a 
la prevention des thromboses dans le materiel chirurgical. 
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Une autre utilisation therapeutique avantageuse des 
melanges de 1* invention reside dans la prevention des accidents 
thrombotiques arteriels, et notamment dans le cas d'infarctus du 
myocarde. 

5 Par ailleurs, une application particulierement interes- 

sante des melanges selon la presente invention reside dans la 
possibility d'utiliser, pour la prevention des thromboses veineuses 
chez les malades chirurgicaux, un regime post-operatoire. Cette 
application est tout a fait avantageuse puisqu'elle permet d'eviter 
10 les risques d'hemorragie pendant 1' operation, et les problemes de 
type et de doses d'anesthesiant, qui sont occasionnes par une 
prevention en regime pre-operatoire. 

L ' ensemble de ces proprietes demontre les potentialites 
therapeutiques des preparations de 1' invention. 

15 Les exemples qui suivent, qui n'ont pas un caractere 

limitatif, illustrent la presente invention. 

TECHNIQUES DE DOSAGE 

Les poids moleculaires et les repartitions de poids 
moleculaire des produits sont determines par chromatographic 

20 liquide haute pression avec deux colonnes en serie, par exemple 
celles commercialisees sous la designation TSK G 3000SW (30x0,75 
cm) et Lichrosorb 100 Diol 10u (25x0,75 cm), ou TSK G 2000SW, 
couplees avec un detecteur refractoraetrique. Le solvant utilise est 
un tampon phosphate 0 # 3M pH 7, et le debit est de 0,7 ml/mn. Le 

25 systeme est calibre avec des etalons prepares par fractionnement de 
I'enoxaparine (PHARMUKA) par chromatographic d* exclusion sur 
agarose-polyacrylamide (IBF) selon la technique decrite par Barrow- 
Cliffe et Coll., Thromb. res., 12, 27-36 (1977-78) ou D.A. Lane et 
Coll., Thromb.res., 12, 257-271 (1977-78). Les 
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resultats sont calcules a l'aide du logiciel GPC6 (Perkin Elmer). 

Dans les exemples qui suivent, l'activite anticoagulante 
globale des melanges est mesuree par turbidimetrie en utilisant le 
premier etalon international d'heparine de bas poids moleculaire. 
5 L'activite anti facteur Xa (antithrombotique) est mesuree par la 
raethode amidolytigue sur un substrat chromogene decrite par Teien 
et Coll., Thromb.res., 10, 399-410 (1977), en utilisant le premier 
etalon international d'heparine de bas poids moleculaire. 

EXEMPLE 1 

IQ cet exemple illustre l'etape prealable de traitement de 

l'heparine sodigue, permettant de reduire le taux d'impuretes de 
type chondroitine sulfate et heparane sulfate. 

A 10 g d'heparine commerciale (sel de sodium) en solution 
dans 100 ml d'eau contenant 3 g de chlorure de sodium, on ajoute 80 

15 ml de methanol. Apres precipitation, le produit obtenu est filtre, 
rince puis seche. Le taux de purete de l'heparine sodique ainsi 
obtenue est mesure par chromatographie liquide d' exclusion 
sterique, avec deux colonnes en serie, celles commercialisees sous 
la designation TSK 2000SW (60x0,75 cm) et TSK 3000SW (60x0,75 cm), 

20 couplees avec un detecteur UV regie a 206 nm. La phase mobile 
utilisee est une solution aqueuse de sulfate de sodium 0,5M cir- 
culant a un debit de 1ml.mn-1. L'essai est compare a une heparine 
temoin contenant 2% de dermatane sulfate. 

Dans les conditions indiguees ci-dessus, l'heparine 

25 obtenue contient moins de 2% de dermatane sulfate. 
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La meme experience est rep&tee en r£alisant cette fois la 
precipitation en presence de 100 ml de methanol. Apres filtration, 
rincage et sechage, le taux en dermatane sulfate de 1 'heparins 
sodique ainsi obtenue, determine comme indique ci-dessus, est 
5 inferieur a 2%. 

EXEMPLE 2 

Cet exemple illustre la preparation du sel d' ammonium 
quaternaire de 1' heparine. 

A une solution de 10 g d'heparinate de sodium selon 
10 V exemple 1 contenant moins de 2% de dermatane sulfate, dans 100 ml 
d'eau, on ajoute une solution de 25 g de chlorure de benzethonium 
dans 125 ml d'eau. Le produit obtenu a temperature ambiante est 
ensuite filtre, lave a I'eau puis seche. 

De maniere identique, on prepare le sel de benzethonium 
15 d'une heparine n'ayant pas ete soumise au traitement de 1' exemple 
1. 

EXEMPLE 3 

Cet exemple illustre la preparation et les proprietes des 
melanges selon 1* invention. 

20 1 - Esterif ication 

A une solution de 15 g d'heparinate de benzethonium 
prealablement traitee selon le procede de 1' exemple 1 dans 75 ml de 
chlorure de methylene, on ajoute 15 ml de chlorure de benzyle. La 
solution est chauffee a une temperature de 35°C, qui est maintenue 

25 pendant 25 heures. On ajoute alors 90 ml d'une solution a 10% 
d' acetate de sodium dans le methanol, filtre, lave au methanol et 
seche. On obtient ainsi 6,5 g d* ester benzylique d' heparine sous 
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forme de sel de sodium, dont le taux d* ester ification, determine 
corame indique ci-dessus, est de 13;3%. 

2. Depolymerisation 

10 g de 1* ester benzylique d'heparine obtenu ci-dessus 
5 sous forme de sel de sodium sont dissous dans 250 ml d'eau: A cette 
solution chauffee a 62 °C, on ajoute 0,9 g de soude. La temperature 
est maintenue 1 heure et 30 minutes a 62 °C. Le melange reactionnel 
est ensuite refroidi vers 20°C et neutralise par addition d T acide 
chlorhydrique dilue. On a juste alors la concentration du milieu 
10 reactionnel a 10% en chlorure de sodium. Le produit est enfin 
precipite dans 750 ml de methanol, filtre est seche. On obtient 
ainsi une heparine presentant les caracteristiques structurales 
suivantes : 

- poids moleculaire moyen en poids : 3900 daltons 
15 - repartition moleculaire : 

. 20% de chaines de poids moleculaire inferieur a 
2000 Daltons 

. 5,5% de chaines de poids moleculaire super ieur 
a 8000 Daltons. 
20 - dispersion : d= 1,39 

- activite anti Xa : 106 UI 

- activite anti coagulante : 22,6 01 

EXEMPLE 4 

D'une maniere similaire, partant d* esters ayant un taux 
25 d'esterification compris entre 9,5 et 14,5%, on prepare des solu- 
tions d'heparine depolymerisee ayant les caracteristiques structu- 
rales suivantes : 

- poids moleculaire moyen en poids : 4425 Daltons 

- repartition moleculaire : 
. 12,4% de chaines de poids moleculaire inferieur 

a 2000 Daltons 
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. 9,3% de chaines de poids moleculaire superieur 
a 8000 Dal tons. 

- dispersion : d= 1,37 

- activite anti Xa : 102 UI 

5 - activite anti coagulante : 33 01 

b) - poids moleculaire moyen en poids : 4579 Daltons 

- repartition moleculaire : 

. 11,2% de chaines de poids moleculaire inferieur 
a 2000 Daltons 

10 . 10,4% de chaines de poids moleculaire superieur 

a 8000 Daltons. 

- dispersion : d= 1,37 

- activite anti Xa : 104 UI 

- activite anti coagulante : 37 UI 

15 C ) - poids moleculaire moyen en poids : 4446 Daltons 

- repartition moleculaire : 

. 12,6% de chaines de poids moleculaire inferieur 
a 2000 Daltons 

. 9,5% de chaines de poids moleculaire superieur 
20 a 8000 Daltons. 

- dispersion : d- 1,38 

- activite anti Xa : 100 UI 

- activite anti coagulante : 32 UI 

EXEMPLE 5 

25 Cet exemple illustre la preparation d'un melange n' en- 

trant pas dans les caracteristiques de 1 ' invention. 

1 . Ester if ication 

A une solution de 15 g d'heparinate de benzethonium 
prealablement traitee selon le precede de l f exemple 1 dans 60 ml de 
30 chlorure de methylene, on ajoute 12 ml de chlorure de benzyle. La 
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solution est chauffee a une temperature de 28°C, qui est maintenue 
pendant 30 heures. On ajoute alors 90 ml d'une solution a 10% 
d f acetate de sodium dans le methanol, filtre, lave au methanol et 
seche. On obtient ainsi 6,3 g d* ester benzylique d'heparine sous 
5 forme de sel de sodium. Le taux d* ester ification de ce produit, 
determine par raesure, en chroma tographie liquide a haute perfor- 
mance, de la guantite d'alcool benzylique liberee par saponifi- 
cation de 1' ester a 0°C, est de 9,2%. 

2. Depolymerisation 

10 g de 1* ester benzylique d'heparine obtenu ci-dessus 
sous forme de sel de sodium sont dissous dans 200 ml d'eau. A cette 
solution chauffee a 58°C, on ajoute 1,1 g de soude. La temperature 
est maintenue 1 heure a 58°C. Le melange reactionnel est ' ensuite 
refroidi vers 20°C et neutralise par addition d'acide chlorhydrique 
dilue. On a juste alors la concentration du milieu reactionnel a 10% 
en chlorure de sodium. Le produit est enfin precipite dans 600 ml 
de methanol, filtre est seche. On obtient ainsi une heparine 
presentant les caracteristiques structurales suivantes : 

- poids moleculaire moyen : 5425 daltons 

- repartition moleculaire : 
. 9,6% de chaines de poids moleculaire inferieur a 
2000 Daltons 

. 19,5% de chaines de poids moleculaire superieur 
a 8000 Daltons. 

- dispersion : d= 1,44 

- activite anti Xa : 122 UI 

- activite anti coagulants : 68,6 UI 

Ces resultats, qui font apparaitre une activite anti- 
coagulante elevee, demontrent la superiority des melanges prepares 
30 selon 1* invention, et pos sedan t les caracteristiques enoncees. 
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EXEMPLE 6 

Get exemple illustre le gain de stabilite in vivo des 
melanges de 1' invention, exprirae par leur demi-vie plasraatigue. 

Une premiere etude pharmacocinetique a ete realisee sur 
5 des volontaires ayant entre 21 et 30 ans. Des injections sous- 
cutannees sont pratiquees de doses variant entre 20 et 80 mg/ml. Au 
cours du temps > des echantillons sont preleves (4,5 ml), et stockes 
a 4*C environ. Les echantillons sont alors centrifuges 15 minutes a 
2300 g et le plasma pauvre en plaquettes est separe, et congele 
10 avant analyse. La demi-vie des melanges est ensuite determinee par 
mesure de l'activite anti Xa. Les resultats obtenus sont les 
sui vants : 

- Avec les melange obtenus dans les examples 3 et 4 : 

. dose 40 mg : dans 75% des cas la demi-vie est supe- 
15 rieure a 4 heures, et elle est merae superieure a 4 heures et demie 
dans environ 45% des cas. 

. dose 60 mg : dans 75% des cas, la demi-vie est supe- 
rieure a 3,7 heures. 

- dans des conditions de dosage identiques, I'heparine 
20 intacte, injectee par voie intra -veineuse possede une demi-vie de 

0,6 heures environ. 

- Lorsgue le produit est prepare selon le procede decrit 
dans le brevet europeen EP 40144, la demi-vie est superieure a 
4 heures et demie dans 17% des cas. 

25 une seconde etude realisee dans des conditions similaires 

sur 20 patients a donne les resultats suivants pour les melanges 
conf ormes a la presente invention : 

. dose 40 mg : dans B0% des cas, la demi-vie est supe- 
rieure a 4 heure, et elle est superieure a 4 heures et demie dans 
30 40% environ des cas. 

. dose 20 mg : dans 60% des cas, la demi-vie est supe- 
rieure a 3,9 heures. 
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REVEND ICAT IONS 

1 - Melanges de polysaccharides sulfates presentant la 
structure generale des polysaccharides constitutifs de l'heparine, 
caracterises en ce qu'ils ont un poids moleculaire moyen en poids 
5 infer ieur a celui de l'heparine, contiennent entre 9 et 20% de 
chaines de poids moleculaire inferieur a 2000 Daltons et entre 5 et 
20 % de chaines de poids moleculaire superieur a 8000 Daltons, et 
dans lesquels le rapport poids moleculaire moyen en poids / poids 
moleculaire moyen en nombre est compris entre 1,3 et 1,6. 

10 2 - Melanges selon la revendication 1 caracterises en ce 

qu'ils contiennent moins de 2% de dermatane sulfate. 

3 - Melanges selon les revendications 1 et 2 caracterises 
en ce qu'ils possedent un poids moleculaire moyen compris entre 
environ 3500 Daltons et environ 5500 Daltons. 

^ 5 4 - Melanges selon les revendications 1 a 3 caracterises 

en ce que les chaines de polysaccharides sulfates ont un acide 
glucuronique-4,5 insature 3-0-sulfate a l'une de leurs extremites. 

5 - procede de preparation de melanges de polysaccharides 
sulfates selon l'une des revendications precedentes caracterise en 
20 ce que I'on effectue les etapes suivantes : 

- dans une premiere etape, on salif ie, en milieu aqueux, 
une heparine au moyen d'un sel d* ammonium quaternaire a longue 
chaine, 

- dans une deuxieme etape, on esterifie le sel ainsi 
25 obtenu pour former un ester ayant un degre d'esterif ication compris 

entre 9,5% et 14,5%, et 

- dans une troisieme etape, on depolymerise I' ester 
obtenu ayant un degre d'esterif ication compris entre 9,5 et 14,5%. 
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6 - Procede selon la revendication 5 caracterise en ce 
que, dans la premiere etape, le rapport en poids sel / heparine est 
compris entre 2 et 3. 

7- Procede selon la revendication 5 caracterise en ce 
5 que la deuxieme etape est effectuee dans un solvant organique 
chlore, en presence d'un derive du chlore. 

8 - Procede selon la revendication 7 caracterise en ce 
que le derive du chlore est le chlorure de benzyle, et le solvant 
est choisi parmi le chloroforme et le chlorure de methylene. 

10 9 - Procede selon les revendications 5, 7 ou 8 carac- 

terise en ce que 1' ester if ication est effectuee en melangeant 1 
partie en poids du sel de 1' heparine avec environ 1 partie en 
volume d'un derive du chlore, au sein de 3 a 5 parties en volume 
d'un solvant organique chlore a une temperature comprise entre 25 

15 et 45°C, et de preference entre 30 et 40°C. 

10 - Procede selon la revendication 5 caracterise en ce 
que la troisieme etape est real i see en trait ant V ester avec une 
base organique forte en solution aqueuse. 

11 - Procede selon la revendication 10 caracterise en ce 
20 que le rapport en poids base / ester est compris entre 0,05 et 0,2, 

et de preference, entre 0,08 et 0,15. 

12 - Procede selon la revendication 10 caracterise en ce 
que le rapport en poids eau / ester est compris entre 15 et 30. 
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13 - Procede selon la revendication 10 caracterise en ce 
que la temperature du milieu est ajustee a une valeur comprise 
autre. 50 et 70 °C, et de preference, entre 55 et 65 °C, et la reac- 
tion est effectuee durant une periode allant de 30 minutes a 5 

5 heures, et de preference, de 1 a 2 heures . 

14 - Procede selon I'une des revendications 5 a 13 
caracterise en ce que, dans une etape prealable, on precipite 
l'heparine de depart au moyen d'un alcool. 

15 - Utilisation des melanges de polysaccharides sulfates 
10 selon les revendications 1 a 4 pour la preparation de compositions 

therapeutiques . 

16 - Utilisation selon la revendication 15 pour la 
preparation de compositions therapeutiques destinees a la preven- 
tion des thromboses veineuses en regime post-operatoire. 
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